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Varwtwung 

O OH O 




Schema 1 . Retrosyntnetische Analyst. 

p. ScWnzer, A. Limberg, O. M. Bohm, Cftem. Ear. J. 1996, 2 1 4771. 

Epothilone 1 sind in konvergenter Reaktionsfuhrung aus den drel Bausteinen 2. 3 
und 4 zugangttch. We die Retrosynthess in Schema 1 isigt. werden die Baustein 2 
und 3 in einer ttereotelektiven AldolreaWon vtfknupft Sine Veretterung mit 
Fragment 4 Hsfert das fast voilstandig funkttonalitierte Fragment 17, welches in 
einer RingschluBmetathese zu Deoxy-apothilon A 19 cydisiert wird. Ene 
abschfisBende Epoxydierung Qefert sehlleBlich 1 . Oer SchlOsselschritl in der 
Synthese 1st die ttereoseiektlve AJdoireaktion der Fragmente 2 und 3 (ruganglich 
aus der kommerzies emaWlchsn Heptensaure). Unter kinetisch kontwllierten 
. RaaMonsbsdingungen in Gegenwart von LDA ertialt man in 70% Ausbeute 
ausschlisBBch die gewfinschts Vertfndung 5 mit den vier korrekt plazierten 
Asymmstrtezentren. Es kommt hler ottosfcWflch durch sins doppelte 
Stsrecdrffereruierung zu einer chiraien Uberstsuerung der bevoaugten Cram- 
Seiekttvitat dea Aldehyde 3. da bekie Reakdonspartnsr in cptech aktlver Form 
eingesetzt werden . 
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aJIgemeinen Forme! 1 



Epttholon 



R 




worin R-Wasserstoff (A) Oder eine Methytgruppe (8) bedeuten. 
vwobei ein ThiazolaJkyldien-aJkohol-derivat der Formei 4 




OH 

mit einer Ca/bonsaure der aJIgemeinen Formed 9a 




worin B« Benzyl-, Tetrahydrepyranyt- und/oder eine Siiylscnutzgnippe(n) und 
R«Wasserstoff Oder Methyl 
bedeuten, 

vereetert wird, der efhaltene Ester mrtteis einer Otefinmetathese in Gegenwaxt tines 
Edelmetailkataiysators ringgeschlossen. gegebenenfalls die Hydroxyischutzgruppen 
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gespaiten werden. die neu entstandene Ooppelbindung epoxidlert wird und 
gegebenenfalJa die Hydroxytachutzgruppen gespaiten werdtn. 

* 

Als Silylschutzgruppen B elgnen steh in der Regel aJle unterechiedllchen Trialkyf- 
oder Olaryt-aJkyl-aUylachutzgruppen, Insbesondere die tert-Butyl-dlmethyK 
TrlmetnyisOyl- und DIphenyMert. -butyl-si lyigruppen. 

Oit Oarvate 4a und 9a werden vereetart, vorzugaweiee durch Anwendung von 
OCCt/DMAP und ditto erhaJtene Ester mit dan zwei endettndigen Alkengrvppen 
wird durch Olefinmetatheee, vorzugaweiee durch Anwendung von 
RuCt2(«CHPh)(PCy3)2 (Grubbe-KataJyeator) ringgeecnloeeen (J. Org. Chem. 1996, 
61. 3942 • 3943: Tetrahedron 1996, 52. 7281 • 7264; J. Am. Cham. Soc..1998, 1 17, 
12364 . 12365; J. Am. Chem. Soc.1998, 117. 2943 - 2944 und Tetrahedron Lett: 
1994, 35, 3191 • 3194, J. Am Chem Soc.. 1996, 118. 6634 - 6640 und J. Am. Chem 
Soc.1998, 118.100-110. 

Ola Epoxkflerung der neu entstandenen Doppeibindung eriblgt vorzugsweise mrttele 
Pertaure, z, B. Perchloraaureeaure, Oder Peroxid. z. B. Cumoihydroperoxid oder 
Dtmethyidioxiran. 

Wetter beinhattet die Erfindung Deeoxy-epothilone gemaS allgemeiner Forme! 19e 



R 




worin B- Waaterstoff, Benzyl, p-Methoxybenzyk Tetrahydropyranyt- und/oder 
eme SOytschutzgruppe<n) und R-Watserstoff oder Methyl bedeuten, 
( 2-<2^-DimethyH1 ,3]dkwan-4^-2wntthyH>entiuv3K3n) 2, 
2-Methyi-6-heptenal 3 



**TT Tim | j 
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und 2,6^imethyi-6^eptenaJ 3a, 




und Vert **w*Jen der aWgemeinan Form* 9a 




ob o oe 



badautan, 




OB 



(4S,6S)-2-<2*dbnttttyKl .3] <floxaiv4.yO^Tydroxy. 



WOMAKS49 

t 

6 

sowi Staraoiaomere dor beansprucmen Verblndungen. 
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Schema 2. a) LDA. THF. • 78 °C. 70%: b) Pyrldlnium-p-toluolsulfonat (PPTS). 
MaOH. RT, 36 h, 88%; c) 12 Aq. fiuM^SiOTf (Tf - TrHluonnathansurtbnat). 6 Aq. 
ZBAjamn, CH&z ' 78 °C. 98%; d) 0.2 Aq. CSA (Campharsutfonaaura). MaOH, 
CH2CI2. 0 «C, 5 h. 82%; a) 1 1 Aq. Pyridlnfumdlchromat (POO); DMF, RT. 38 h. 79%. 

i 

Ola Spaltung daa AcatonkJa 8 zum TrW 6 gelingt glatt in Gaganwait von Pyridinium- 
P^ohioJauttonal (PPTS). Etna aich anachflaSanda TriattyBaning mtt TBSOTf und 
Lutkfin aia HQtebaaa flefart dia gawunachta Vertxndung 7. Um dia Oxidation zur 
Saura 9 zu armogUchaa mufl aaJatrtiv dia primara SOyigruppa abgetpaitan warden. 
Oiaa gaUngt glatt in Geganwart von Camphanwitonaaura (CSA) und ganariart 
Varbindung 8. Bna abacniiaBanda Oxidation mit Pyridiniumdichromat (POC) 
produaaft Fragment 9. watehaa di C1-C12-Unterainhettvon 1 darstailt 



7 




Schema 3. a) TBSG, Imidazol, DMF, RT. 10 h, 98%; b) O3. PPh3. CH2CI2. • 78 °C. 
70%; c) 1.5 Aq. Diethyl (2^athyithiazoM^methanphosphonat nBuU. THF. • 78 
°C •> RT. 75%; d) HF. MaCN, einige QlaatpOttar . 0 «C, 87%; e) Oef*Martn- 
Penodinan. CH2CI2. RT. 1 h. 78%; f) 1.85 Aq. PPh3MeBr/NaNH2. THF, RT . 20 mm., 
83%; g) 2.5 Aq. Tatrtbutylammoniumfluord (TBAF), Molsieb 4 A. THF. - 78 °C •> 

RT, 99%, 

■ 

Oar uber etoa Sharptast Resolution zugangiiche (S)-AJkohot 10 p. Schinzer, 
A. Umbarg, O. M. Bflhm, Cftem. Eur. J. 1998, 2, 1477| wurda zunachst mit TBSCI 
sHyUert, antehSeBend zum Methylketon 12 ozonisieft und In einer stereoseiektiven 
Hcfnar.W4da¥wrih-6mmona RealdJon zum trtcydlachan Olefin 13 umgaMtzt Bna 
setektlve OesHyflerung mil HF in AcatonHrt tiffed Verbindung 14. Die Oeailyllerung 
zu 14 funWonleft nur in Gegenwaxt einiger QlaaspUttar. offtneichtilch wW die 
ReaWon durch H2SIF8 kataJyUert. Dese-Martn Oxidation, geteigt von einer Wlttlg- 
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Olefinierung genenert Vertindung 16. dit in einer abacnlleBenden Oetilytierung mil 
TBAF in THF Segment 4 llefect 

Oie Veresterung der Bausteine 9 und 4 in Gegenwart von OCC und 4^MAP erzeugt 
Verbindung 17. weiche in ster eochemiech homogener Form isolieit wird. 
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O OTBSO 
17 




Schema 4, a) 1.3 tq. DteyctohttytcarbodBmid (OCQ. 0.2 tq. 44XnMttiy(aminopyrtd]n (4- 
OMAF). CH2CJ2. RT. 12 80%; b) Cl2lBuCHPhKPCy3)2. CH2CI2. RT. 12 K 94% (Z: £ - 
1 : 1); c) HP, M«CH B2O, RT, 12 h, 65%, d) Oimtthyldtaadran, CH2O2. • 35 °C, 2 h, 48%. 
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Ringschluemetatheae mit Cl2PuCHPhl(PCy3)2 in CH2CI2 liefert 1 8 aJs 
Diastereomerengemisch (Z: £• 1 : 1) in 94% Ausbeute. Den AbschluB der 
Total synthase bilden die Desir/iierung mit HP in Acetonitril/Ether zu 19 und eino 
regio- und stereoseiektive Epoxydlerung mit DlmethyWioxiran zu 1. Das 
Hauptprodukt dinar Reaktion ist (-)-Epothilon A. das chromatographisch und 

■ 

spektroskopisch mit einsf authetiscben Probe kJentisch ist 

Insgasamt wurde eine Strang konvergente Syntheaa baschriaban, weiche vide 
Optonen zu Anaioga offenhalt was im H In back auf die biologische Aktrvitat 
bedeutsam ist Oie gesamte Synthase kemmt mit einem Schutzgruppentyp aus 
(TBS), weiche in selektiven Reaktiontn geknupft Oder abgespalten warden. Die 
stereoseiektive Atdolreaktion ist hoch und steflt sin waiter es beeindruckendes 
Beiapiei der chiraJen Obersteuerung der AJdahydselektrvitat mit einem chiraJen 
Enoiat dar. Oie Rr^gscWuflmetathese zu 18 geSngt in 94% isoiierter Ausbeute. liefert 
jedocb ein 1 : 1 Gemisch der Z- und SIsomere. Oas biologisch deutiich wirksamere 
Epothilon B 1 (R - Me) ist uber den glefchen HersteUungsweg zuganglich. 
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Artattov rsehrman xur Syn*w von s^imm * 

( 2-(2.2.0ime*yi-H ,3]dloxan^y<)-2.mrttyH>«itan-3^n) 
rn sehinxef. A. Umberg. 0. M. Barun. Ctwm. Eur. J. 1» 



40 hergwttUt ind«m run*** nach tbitr Mttfwdt vonP.a. 

OMSOf OxalyteMortd aim Aldtnyd « oxkSM v«d L «Ti 1 48Y 
UtWnarn. .. Ctfwgh. 0. MM* J. Oif. Chun. «H 5* 1139-114«. 

K.S. Boat und P. TOfumHai. H.C. Bowm. J. <*» C/wm. 19M, 51. *« 

m 2.6 ml THP **a aw my \ 9««c aaruhrt Dm THF w»rd 

,0.3 ml ^^^ZTLn. MMIM13 n M *C rOh«n und UBt 

^ WW «* 10.7 mi 3 N NJOH-L^ 

«*ul«nchrom«tDQfmpWtcn nw r Ausb«u» von 42 %• 

Mtohou mil (1 Rj+^Campf-iuta «S*dd 



W«tven92%- 



C14H30O2SI. 
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13C-NMR (100 MHz, COCb): 145.69 (d). 112.27 (t). 78.52 (d). W. ai.i. W . 
33.39 (t). 25.89 (q). 22.85 (q), 22.43 (q). 18.17 (8). -5.52 (q) 

Daratallung vcn 4-(1.1^lm«thyl^llyn-W-<«m«thyH1^]dlox.n 44 
Ss warden 278 mg (1 .078 mmoO daa Alkohoto 43 in 1 3 m. Axaon ga«st und 2W mg 
(2.51 mmd. 2.3 aqfcv) waaaarfraiea CuS0 4 zugeg^n. ^^"TJE 
einer Loaung von 0.1 ml Beeeaig In 1 ml CH^ zugttropft und 12 h beiRT 

a*h OC^hromatographl^h noch Edu* nachweiaan laBt wud wattar. 

da. RaaWon^amiaeh auf a-. NaHCOrUJaung gagoa.an unddi. "JT 
«* OE txwrttft Dto vefainlgten ofganiachen Phaaen warden uber M0SO4 
^Lr^ «n Rota^-cdamp^ e^eengt 0. ROcKe** w£ 
Lancnromatogiaphlach mrt Pentan:Ether - 2:1 gereinigt Man emalt 161 mg (0.87 
mmd) dea Aeetonida 44 entsprechend einer Auabeuta von 81 %. 

Allgamalna Daian: * nH^O* ™ ■ 184 28 9"" 01 4a A M 10 m 

l&C-NMR (100 MHZ, CDCla): 145.10 (d), 111.88 (t). 98.19 (8). 75.32 (d). 60.10 (t) 
39.97 (8), 29.80 (q). 25.88 (t). 22.88 <q). 22.45 (q). 19.11 (q) 

OaretellunQ von 2^)lmethyM1.31dtoxaiv^^ 
l^^mgO^ mmoO da. Acatonid. 44 in 18 ml TUP g.l6at und 14 ml 
waaartaer Phoaphatpuffar pH 7 zugegeben. Zu dar Krattg garuhrtan 

V^^T^oWOCrfL Nach 10 Mlnuten warden 998 mg (4.656 mmd. 3 equrv) 
l^lS fan Zaitraum von 20 Minute zugagaban. Di. Ml*hun 
1 ^l^trS^ und nach 24und48hiawaua 332 mg * 1* 

P^^JC^ 221 mg (1 ,9 mn^i) d« ^ 45 
entapraenand einer Auabeut. von 76 %. 
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an. Lttung von 263 mg (1 .« ;^ ^"^^ von BMgBrmBMr 

v^M».»«2hb*0^n^^^ 

~!ssr* v^S^«*-> ^ M9S ° 4 

gwookn* und ««gtn* 0* (116mmaqaM AlkoM. «. 

^aprteh^d *wr Aurt«it. von 80 %. 

w . , 

MnttUung von «* a *""*"?lV' . D w*,. j. CMm. Soft. 

mmol) dw Etttylroton. 2. .nttprtcn.nd wwr 
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AllQtnMln* Oaten: C12H22O3, PG » 214.30 9/mol 

13C-NMR (100 MHz. C«D«): 213.23 ($), 98.42 (s), 74.18 (d), 59.82 (t), 50.44 (s), 
31.70 (t). 30.03 (q), 25.55 (t), 20.97 (q), 19.35 (q), 19.04 (q), 8.18 (q) 



SynthoM von 2-Metnyt-6-heptenal 3 und 3a 



3a R»Ma 

» 

Ota Htrsttllung erfblgt in Anlahnung zur Synthtsa von 6-tert- 
Butyidim«hyltUykwy.2-methy1-hexanal & [0. Schinztr. A. LimtMrg, O. M. Bohm. 
Chun. Eur. J. 19M. 2. 1477). 






Art»itsvorschrm»n air Darattllung von Sa*mant 3: 

Da. Natrhim^tydro^ wW nach «nar Vcrschrtf^n ^J^ wund 

Rfihla Chew. Bar. 1971. f 04. 1387-1399 aua u^Caprolacton hergastellt 

■ 

OMF S87g (38.33 mmd. 3 «»*,) TOMSC! und 5 J 9 (778S mm*. 6 

stundon boi HT gerilhit 0a» R^sg-nijcnv** 

^oxyl^wansfcrwaylM*. «i«wch«<" Au«t»ut. von 38 %. 
2MS «0. 25.*) «. 2*«1 «. 18.33 (.). 17.57 (.). -483 (q). *32 (q) 

und 1 h b* RT g«0hA W"***^^ £ ^^mgVnd MR mi. 1 

iess^see "2so 4 - - rrrr 

*«•««. Man «MR 2.01 g (8-17 mmol) von 
RoMflontvtraanv- «■»»• , .w Aiabum von » *• 
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Allgemelne Oaten: C<t 2H2S°3 SI > FG ■ 248 42 S/" 101 

13C-NMR (100 MHz, COCI3): 180.09 (S), 62.90 (t). 34.05 (t). 32.37 (t), 25.93 (q). 
25.31 (t). 24.46 (t). 18.32 (3), -5.33 (q) 



Daratellung von 6-{(fe /rtutyldlmtthyltllyl)oxyl-htxanoylchlorid 

j. Tanaka, BuB. Cham. Jpfl. 1992. 65, 2851 -2853. 

Bna Ldsung von 0.5 g (2.03 mmol) 6-{(tfrt«utyWlm«hyisily0oxyJ.h«xansauro in 
4 ml Benzol wird mit 362 mg (3.04 mmol. 1 .5 equiv) SOCI2 versetzt und 2 h unter 
ROckflufl emitzt Man laflt abkuhlen und destilliert daa Loaungsmittel am 
Rotationavardampfar ab. Urn daa uberschussige SOCI2 aua dar Reaktionsmischung 
zu entfaman. wird dar ROcketand wiadar mit Benzol versetzt und emeut abdestilliert. 
Man erhalt 494 mg (1 .865 mmol. 92%) daa 6-{(fen^utyldimethylsilyi)oxyl. 
hexanoytchlorids . Oiaaaa Rohprodukt wird ohne Aufrainkjung und Cnarakterisierung 
waiter umgesetz*. 

« 

*(S>443opropyl-3-propenoyl-cxazolldln-2-on 2ft 

I ° 

Oaratallung in Anlehnung an: 0. A. Evans, K. T. Chapman. J. Bisna J. Am. Cheat 
So* 198*, 1 10, 1238; A. Studar. T. Hintermann. 0. Seebach Ha/v. Chim. Ada 1998. 
78. 1 18* Zu einer Lflaung von 1 .299 g (10.0 mmol) (S)-4-l*opropyt-oxazolidin-2-on 
ini5mlabeolUtemWwe!denbel.78^langsam6 Losungvon 
/vBuU in Hasan (1 1 .0 mmol) gegeben. Man ruhrt die LOsung 30 min bei -78 gibt 
tropfenweiee 1 .22 ml (15.0 mmoO Acryiaaarechlorid hinzu. Ia8t auf Raumtemperatur 
komman und hydrotyaiert mit 50 ml gesattigter NH4CI-Losung. Ea wifd dr eimai mit je 
50 ml EfcO extrahiert Nech dem Trocknen uber MgSOa wird daa Loaungsmittel 
entfemt Durch Raan^ftfomato^aphiscne ReWgung mit Pentan/EfcO (10:1) ernalt 
man 1 .63 g (8.9 mmoL 89%) 2ft- 
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(ShWtopropyi-^ewntthylhtpt^noyf^xazoUdln-a-on 2Ji 




0 2ia 

Darstallung in Anlahnung an: 

A. Studar, T. Hinttrmann, D. Saabach Ma/v: Chkn. Acta 1908, 78, 1 185 
47 mg (1 .9 mmoO Mg45fahapana werdan bai Raumtamparatur (taw. untar 

tarn THF mit 283 mg (1.9 mmol) 4-8rom- 
2-mamyM -but™ garthrt. bis allaa Mg in Losung gagangan iat Olaaa Grfgnard* 
Losung wird bai -30 *C mrt ainar Suspension von 197 mg (1.00 mmo0 CuBrMaaS In 
1 .5 ml absolutam THF varaatzL Man rflhrt 30 mln bai diaaar Tampamtur. gibt 1 1 7 mc 
(0.64 mmol) 2ft in 2 mi absolutam THF hinzu, rOhrt 16 h bai -10 *C und hydrolyaiart 
mit 10 ml gasattgtar NHUCNLosung. Es wW dratmai mit ja 20 ml EtaO extrahian 
Nach dam Troeknan ubar MgSOa wird das Losungsmmai antfarnt Ourch Rash- 
chromatogfaphiacha Rainigung mit Pantan/EfeO (15:1) ama* man 128 mg (0.51 
mmol, 79%) 21*. 



Hapt-6-anoytehtorM 



Bna Losung von 2.56 g (20.13 mmol) Hapt-6-ansaure in 10 ml CH2CI2 wird mit 
5.1 1 g (40.26 mmol. 2 aq.) OxaJyiehtorld varsatztdann 1 hbaiRTund lhbai40*C 
garuhrt Man list abkOMan und dastfUaft daa UaurtgsmMal bai 5 mbar ab. Man 
art** 2.95 g (20.13 mmol. 100%) daa Saurachtorids. Oiaaaa Rohprodukt wird ohna 
waitata Auflrainigung umgaaatzt 

« 

Aflgamaina Oatan: C7HnaO. FQ • 146.62 g/moi 
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(S)-3-H«pt-6-«n yl-44s propyl-oxazolldln-2-on 2J, 




O O 21 



A. Gonzalez. Synth. Comm. 1991, 21, 1353.1360 

Bne Losung von 2.08 g (16.10 mmol. 1 eq.) (4S)-^lsopropyi-oxazolidln-2-on in 15 
ml THF wirt auf -78 *C gekuhit und tropfenweise mit 1 1 .6 mi (18.52 mmol. 1 .15 eq.) 
einer 1 .6 M Losung von n-Bull-Losung In Hexan versetzt AnschlieSend wird bei -78 
•Ceine losung von 2.95 g (20.13 mmol. 1.25 eq.) Hept-6-erwvtehlorid in 10 ml THF 
zugegeben. Man laSt auf RT erwarmen und gieat die Reakttonslosung auf gesatfgte 
NaCI-ldsung. Die waBrige Phase wird mit Ether extrahiert die vereinigten 
organischen Phasen uber MgS04 getrocknet und das Losungsmittel am 
Rotatfansverdampfer abdestUliert Oer ROckstand wird saulervchromatographisch 
mit PE : OE - 3 : 1 gereinigt Man erhalt 3.55 g (14.82 mmol. 92%) des 
Oxazoiidinons 21als larbloses 01 

Ailgemeine Oaten: Ci 3H21 NO3 . FG - 239.31 g/moi 

« 

(4S, 2*S) 4 » « opropyl^^thyMitpt-6-enoyiH?xazolldin.2«on 2Z 
analog Oarst 28 und 

(4S, 23H^propy1-3K2,8Hflmethylhept^noyl)<xazolldln^n 221. 



OA Evans. A.E Weber J. Ant Chem. See. 1988. 108, 6757-6761 
Es warden 9.02 ml (9.02 mmol. 1.15 equiv) finer 1 M Losung von NaHMOS in THF 
auf »78*C gekflhlt und tropfenwe is e mit elner auf 0*C gekflhlten Losung von 1.88g 
(7.84 mmoi) Oxazoikflnon 21 In 8 ml THF versetzt Man laSt 1 h bei -78*0 ruhren, 
addiert S.57 g (39.22 mmol. 5 equiv) Mel geiost in 2 ml THF und laflt fur 4 h bei - 
. 78°C ruhren. AnschlieBend wird mit gee. NhUO-Losung gequencm. mit Oiethytether 




22 R-H 
22a RaMe 



PCT/DCTNOOUl 
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* 

„ _ M . gOA getrocknet und eingaangt Oer ROckstand wird 

extrahteit uber MgSO* g«* efhft|t 1 51 g (5.96 

saulonchromatographisch mit PE . De « * • » 9"™ 9 

mmol. 76%) der methytierten Verbindung a 

Allgemem. Da«n: C14H23NO3 . Q mfnol) m e ^ t man 1.56 

Veroindung 22»>rd analog hargestallt Aw 2.03 g (0.0 mmo.) 414 

g (5.84 mmol, 73%) 




(S)*4«athyHwpW-t«-l-<>l 22 und 
(S)-2,e-Olmathylhapt^-an.l-ol 22ft 



23 R-H 
23a R»Ma 



i n-r Z£L Losung von 738 mg (2.91 mmoO dar mathyliartan 
Zu ainaf aul 0*C «^"J^J^J£^ 5 .S3 ml (5.83 mmol. 2 eq.) 
,a*indung »*10 ^ e ^OI«^^ * gaouancm dun* 

^T^ WaaaC 221^ 
dl0 zugab. ^l^J^uZr Cental Diathylathar flaah««it und 

mmol. 80%) da. AJkoholatt* ^• R ^ k " t 

Allgamlna Data* C8H16O. F ^* 21 _ (2 ^ mmol) ^emalt man 
V^tindung Z&«^ a"*** ^trgeatallt Au. 748 mg (2.80 mmo., 

331 mg (2.32 mmol. 83%) 221. • 

■ 

JL^JL * r-h 

(j^^ 3a R-Ma 
w-w mil CHoCto axtraMait dia varamiown 



getrocknet und das Lflsungsmittel am Rotattonsverdamplar abdestilllert. Dar 
Ruckstand wird aaulafvchromatographltch mit Pantan : DE ■ 10 : 1 gereinigt Man 
emaft 224 mg (1 .77 mmo4. 77%) dot AWahydi als fartlose Flussigkeit 
Alkjomeine Oaten: C8H14O. FQ - 126.20 g/mol 

Vefbindung 2ft wird analog hergestallt Aua 284 mg (2.00 mmol) 231 man 199 
mg(1.42mmol,71%)at. 
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« 

Synthase von Segment 4: 

3-{(«uty1d]methylsiry1)oxy}-pro penal 

Synthese durch Monosilylienjng von 1 ,3-Propandiol und anschlieBende Swern- 
Oxidation des entstandenen 3-((*8utyldimethyl8iryl)oxyH -propanola . 

Allgomeino Oaten: CgH2o02SJ: PG- 188.36; CAS-Nr. [89922-82-71 

13C-NMR (100 MHi COCI3): d-202.05 (d), 57.42 (t), 46.58 (t). 25.82 (q). 18.23 (s). 

-5.43 (q) 

1-[(NButyldlmethvisJryt)oxYl^ydTOxy-4-^ 10 
Zu 443 mg Mg-Orehspanen (18.2 mmol) und 1.5 ml aba. THF untar N2 warden 0.2 
ml 2-Brompropan gegeben. so daS dia RaaldJon anspringt Es wird untar 
gelegentllcher KOhlung eine losung von 1 .7 ml 2-Brompropan (insgaaamt 22 mmoi) 
in 8 ml aba. THF tangsam zugetropft. bis alia Mg-Spane gelsst sind. Zu der noch 
warmen Misehung wird aina Losung von 2.862 g 1 (15.2 mmoO in 6 ml aba. THF 
gatropfL Es wird 6 h bai RT geruhrt Oanaeh gibt man 25 ml gas. NHjCI-Lsg. zu der 
Reakttonslosung und laflt 10 Min. ruhren. Die Misehung wird in 30 ml gas. NH4CI- 
Lsg. gegossan und zweimal mit Ether extraniert. Oia vereinigten org. Phasan 
warden |e einmal mit gee. NH4C1-Lsg. und gas. NaCt-Lsg. gewaschen. Man trocknet 
uber MgSOa, engt im Vakuum ein und reinigt flaahchromatographisch 
(Ether Pentan ■ 1:6). 

Man erhaJt 2.749 g 2 (1 1 .9 mmol; 79% d. Th.) aia fart loses Ol. 
Aflgamaina Oaten: C 1 2H26°2 S * FQ«230.43 

13c^MR (100 MHz. COCI3): d-147.10 (s). 1 10.39 (t). 75.21 (d). 62.17 (t), 36,79 (t), 
25.89 (q). 18.41 (s). -5.49 (q). -5.53 (q) 
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(SV1.34>mi^eutyldlmitl»y«*J«y« xy)]-4^ntthyi-4^ttn 11 

TBSO OTBS 

11 

Zu .uw Looting von 1.173 9 (483 mmo.) (SVH((W^<«n^^>K4. 
Z£Z£«Z*<* 11 und 85S mg (12.S6 mm* 2.6 oq> lnndBO.m15.0ml 
72^Tw«l2n 9« ms (628 mm* 1 .3 eq) ^^u^WmeWylehlonilan 

!T^J^Sm«04-L<»un, und «WW«1 v*Hm-m*i.50mlE!2O.DU 

V*uum v*d d« RO*— d-» 

£Sg S£,* R.-o^k^ ***** c~om^^«v 

AofMb^MWv^n.-i M m» 1 .643 9 (473 mmo.. 96S) U, 



( 



S)^s^(to^^euty^<^t^^Y^tu^oryfl^>•^1an-2-on 12 

TMO OTBS 

12 

d i uHluy . ** " "* m d« Lowg ^j— .-miaol und da» Ktftobod 
i* MM 3.66 0 (14.83 mmo.) Tn^P^^^™„ 
*rirdontfdfflt ^^'88*8wR*oW^n*****^8i* n i^|^|J^^^^|^^ 

(3^7 mmoi, 70%) 12 • 



W 98ABS49 



PCT/DC97/W11I 

24 



DiatriyH24nethy1thiazol^ylHnetnanpri tphonat 




3J 



o 



□it Herstellung erfolgt ausgehend vom literaturbekannten 4-Chlorme 
methylthiazol analog dtr Vorschrift fur 4-Bromn»thyt-2-methyimiazol. 
(50 mmol) 4-Chlor-mathyl-2wnathylthiazol email man 9,971 g (40 mm 
OittnyH2wnaihylthiazol-4-yl)wnathanphospnonat 



thiazol 13. 




N 




OTBS 



OTBS 

13 



Zu tintr Losung von 1,170 g (4.70 mmol) 0iethyH2-metnyttftiazoM.yl)- 
mathanphosphonat in 15 ml absolutem THF warden bai -78 »C 2.94 ml n-BuU (1 ,6 m 
Losung in Htxan) getropft. Man laat 45 min bai -78 »C ruhren und tropft darn 
tangsam tint Losung von 1.135 g (3.27 mmol) H in 10 ml absolute™ THF zu, laat 
aul Raumtamptratur Sfwtrrnan und ruhrt noch 12 h bai Raumtamparatur. Ola 
Raaktionsmischung wird mil 1 00 ml gasittigtar NH4CM.osung versetzt und viermal 
mitjt 80 ml EfcO extrahiert Oit vtrainigtan Ethtraxtrakta warden mil gasSttigter 
NaCI-Losung gswaschtn und ubsr MgS04 gatrocknet Naeh Abdestillieren des 
LosungsmMsts im Vafcuum wird dar ROekstand durch eina Kieselgel-Saule mrt 
Psntan/ Oichiorrnathan (2:3) flash<hromatographiert Man arhsit 1,090 g (2.47 
mmot 75%) 12 . 
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(s;4a-3•(^•r*«uty«<«' n • th y ,f,, v , xyH^'^yw^i-^^y 1 - 

thla»l-4-yl)-p*nt-4*n-l-ol H 

N 




14 



H 
OTBS 



Bne Ldsung von 442 mg (1 .0 mmol) nin « mi Aceionnn. w,™ B « ^ w 

tropfanwei*. mit 0.45 ml Ruo^ar*offs*r. (40 %) 
eir^ZspiHt^n bzw. 0,045 m. Hexafl^roWeseisaur. (30 % ^ « 
•C bis dunnschlchtchromatographisch in dar Loaung Au ^^ 9 ^, 
mahr nachzuwaisen ist Dia Reaktonsmiachung wird mit 50 ml geaatdgtac NaHCO* 
Loaung versatzt und viarmal mit je 80 ml && extrahitrt Oto veremigtan 
Eme^ctrakta warden ubar MgS0 4 gatrocKnat Nach AMast IBaren d«. 
u£mL* im Vakuum wird dar ROckatand durch ein. Waa-g^aul. mt Brf 
flaah^hromatographiart Man erhalt 284 mg (0.87 mmol. 87%) 11 



(s;4a^^^* mt ^ rtl ^^ t,h ^ M2 * mtthY< " 

thlaxol-4-yl)-pent«4-«nal 11 




» Suapanaton von 478 mg (1.127 mmol. 1.3 eq) Oaaa.Martm.Panod»nan( 1.1 \> 
rri^Z^I ******** H)-on) in 5.8 ml abadut^aC^ 
T ^^^2B4 mg (0.87 mmoOllin 5.0 m, absolute CH 2 C»2 versa* 

^^Jf^^Lm^ geruhrt Nach Abdettllieren daa Losungs-mmala m 
und 60 mm bm tnunamnprnrnw D ^««/pon m h flash- 

chremttograpOtolt Mm «M» 222 dig (0.68 mmol. 78%) 31 
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(S;4Q-4^(«r««utytdIm«thyMly(oxy)-2-intttiyMwxa-1 ,5-dltny()- 
2-matnyl-thiazol 1ft 




440 mg (1.06 mmol, 1.C5 eq) einer Miecnung aquimotarer Mengen von Natriumairtd 
und Methyttriphenylphosphoniumbrofrtd warden 30m*nbei Raumtemperatur in 4.0 
ml absolutem THF geruhrt Man fugt tint Lotting von 185 mg (0.57 mmol) 1ft in 5,0 
ml absolutem THF hlnzu. runrt noeh 20 mm, versetzt mit 20 ml gotftttigtar NaHCQ3- 
loaung und extraWert viermai mit je 30 ml B2O. Dia vereinigten Bnerextrakte 
warden uber MgS04 gatrocknat Nacft AbdattUHaran daa Lotungsmittela im Vakuum 
wird dar Ruckstand dureh eina Kiesakjei-Saule mit Ptntan/B20 (20:1) flash- 
chromatographiert. Man erftalt 1 51 mg (0.47 mmol. 83%) lfl, 



244emyMK2-methy1-thlazol-4~yl)-nexa-1 ,5-dlen-3-oi £ 



1 .18 ml (1.18 mmol, 2.5 aq) ainar 1M TBAF-Loaung in THF warden in 10 ml 
absolutem THF 20 mm mit aldMertem Meitieb 4A bei Raumtemperatur geruhrt. urn 
reetHchee Waster dar TBAF-Loaung zu binden. Zu dar reauKierenden wasserfreien 
TBAF-Loaung wird bei -78 *C tropfenweise tine Loaung von 151 mg (0.47 mmol) 1ft 
gogobon. Man ttflt tangeam untar RQhren auf Ra um tamperatur erwarmenund 
hydrorysiert mit SO ml geafltfgtar NH4CS-L6eung, warn 
dumschtentchromatographiach in dar Loaung Auagangaverbindung Jft nicht mehr 
nachzuwataan iat Ee wird dreimai mit je 50 ml B2O axtrahiart Nacft dem Trocknen 
uber MgS04 wad daa Loaungamittel antfamt Ourcft Raah-chrornatographische 
Reinkjung mrt Pentan/B20 (20:1 JernaJt man 97 mg (0.465 mmol. 99%) 1 




s 



4 
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Die Darsteilungen von Verbindungen der allgemeinen Formal 4a 




OB 

(B ateht fQr Benzyl-. p-Methoxybenryl-, Tetrahydropyranyl- Oder eine 
SOyftchutzgruppe; z. B. Triaikyt- Oder OlaiyVeikyl-tUyltchutzgnjppen. inebesondere 
tert-ButyWimethyk Trfmethylsiryl- und DIphertyl-tert. -buty^eilytgnjppen) 

erfblgt aue 




OH 



durch Anwendung konventioneUer Schutzgruppentechnik der Veretherung, sierte 
auch (0. SeMnzer, A. limberg. O. M. Bflhm, Cftem. Eur. J. 1999. Z 1477). 



Daretellung von 8 und Verblndungtn der allgimelnen Formal 9a 
(4'8,4R v 5S v 6S)-2-(24-0Unett)yH1 ^ldteJcan-4-yO-Wry*^-2,4,a^ 

undee-IO-en-fron ft und 

{ ^ 4B 8t fff^^^nimathyHl ^Jdloxan^-Wiydro>cy-2 ( 4 t a\l O-tetramathyi- 



analog Schema 2> 



9 R«H 

5a R«Me 



C.H. Haamcock, C. T. Buae, W. A. Netcnick, M. C. Plnung, J. E Sohn, J. Lampa 
J. Org, Cham 1980, 48, 1069 

Zu ,„„ Loaung von 153 mg (1.509 mmol. 0.99 eq.) in 1.5 ml THF warden bei 0*C 
943 Mlkrotttar (1.509 mmol. 0.99 aq.) einar 1.8 M Loaung von n-Buli in Hexan 



WO MANS* 
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getropft und 30 Mlnutan genihrt bevor dann auf .78*0 heruntergekuhft wird. Nun 
warden 330 mg (1.540 mmol. 1 eq.) (S)-2-(2^-Oimethyt-(1 ,3]dloxan-4-yi)-2-methy»- 
perttan-3-on 2 . gaiost in 1 ml THF iangsa/n zugttropfl Oie Listing wird 1 hbei- 
78*C genihrt AnsehlleBend warden 194 mg (1.540 mmol, 1eq.) (S)-2-Metrty1-hept-6- 
enai 2 zugetropft und 45 Minuten bei -78'C genihrt. Die Reaktenaideung wird durch 
Zugabe von gesattigter NH4Ct*L5sung gequencht und auf RT erwarmt Ola waflrtge 
Phase wird mit Ether extrahiert. die vereinigten organiachen Phaaan werden uber 
MgSOa getrocknet und das Lcsungsmtttei am Rotationsverdampfer abdestilliert Oer 
Ruckatand wird sauierchromatographiach mil Pentan : DIethytether ■ 3 : 1 gereinigt 
Man erhaJt 369 mg (1 .084 mmol, 70%) dee AJdolprodukta ft aia farbtosee <5l. 
Allgemeine Oaten: C20H36O4 . PG - 340.50 g/moi 
Verbindung Si wird analog hergesteilt Aue 238 mg (1.70 mmoO 31 erhaJt man 
386 mg (1.09 mmol, 64%) 2ft • 



(3S, 6R, 73, 89>1 A7-Trirrydroxy^,4,6,8^etrainethyMrldac-12^n-6^n ft 

und (33, 6R, 73, 88)-1A7-Trirrydroxy^A8t8,12i>entamethyi^rldec-12-tn-*on 

St 



L A. Paquette, 0. R. Sauer, 0. Q. deary, M. A. Wnsella, C. M. BlackweH. L a 
Anderson J. Am. Chtm. Soft 1982, 1 14 7375-7387. Bne Losung von 100 mg 
(0.294 mmoO dee AJdotprodukts ft in 14 ml MeOH wird mit 95 mg (0.378 mmol. 1.3 
eq.) PPTS vertetzt 36 h bei RT genihrt und dann durch die Zugabe von 33 Tropfen 
gesattigter NaHC03^jfieung gequencht Oie Miachung wird am Rotations- 
ve r damp fe r eingeengt und der Ruckatand In Ether aufgenommen. Es wird mit 
geaaltigtar NaCt-Loaung gewaachen und die waBrige Phase mit Ether extrahiert Oie 
vereintgtan organiachen Phasen werden uber MgS04 getrocknet und daa 
Loaungsmrttal am Rotationsverdampfer abdestiOIert. Oer Ruckatand wird 
saUenchromatograpNach mit Oiethyiether gereinlgt Man erhaJt 78 mg (0.260 mmol. 
86%) dee Triola ft aia farbtosee Cl 
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AUgamaina Oatan: C17H32O4 , FG - 300.44 g/mol 
Vafbindung fiiwird analog hergestellt Aua 96 mg ( 
mg (0.-48 mmoi. 91 %) fift • 



(33, 6R t 78, 8S)-1.3,7.TrtKI»rt<uty1dlinathy!ally«oxyHA6,8-ti 
12-ai*6-on 2 und (33, 6R, 73, 8S)-1 A7-TrHtarfButyidlmtthyl 
4AM,1 2-pantamathyl-tridac-l 2-an-5-on Zl 




7 R«H 
7a R-Ma 



Yuanwai Chan. Ptarra Vogal. J. Org. Cham, im 5* 

Zu ainar auf -78*C gakChltan Lflaung von 225 mg (0.749mmoO daa Triola 4 in 13 mi 
CH2CI2 wardan langaam 963 mg (8.99 mmoi. 12 aq.) 2.6-Umdln und 1188 mg (4.49 
mmoi. 6aq.) iwrtutyldlmathylaW^ zugatropft. Man laflt 30 

Minutan bai -78*C und 3 h bai 0*C runran und quancht mit gaaattlgtar NaHC03- 
Loaung Ola wiBnga Phaaa wtrd mit CH2CI2 axwhiatt Dia varainigtan organischen 
Phaaan wardan ubar MgS04 gatrocknat und daa Loaungamrttal am 
Rotationavardampfar abdaatUDart Oar ROekttand wird aaulanchfomatographisch mit 
Pantan : Oiathytathar .30:1 garaWgt Man trhalt 462 mg (0.719 mmoi, 96%) daa 
tnaflytiartan ProduktaZala taibloaaa OL 
AUgamaina Datarc C36H74O4SI3 . FQ ■ 643.22 g/mol 

^bWungawird analog hargaatailt Aua 204 mg (0.650 mmoi) fift "halt man 423 
mo (0.844 mmoi 99%) 7A- 



pcr/Diywooin 
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/*« fi « t<l aswLT^W^utyidlmtttiyitllyi xy)-l hydroxy ^,4,63^^- 




8 R-H 
8a R-Me 



J. Am. Ctwru Soc 1«* 1 »* ^ au) o'C grtuhn 
ZT^Z££™^«™> Hnn.fo.2 * — N«*5 h 
!HL T^l^duK^. Zugtb. «ot> 9"**J«" N0HC03.La.ung 9 « t u«««. 

nSSCtS. 105 «. (0.199 .met 82%) d- «*» 1- 
mg (0.186 mmd. 80%) fii> 

OTBS 

6. J. C0«y. a S*^ T ««^^ 1 ^^ m , OMF «*» M 0-C 
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RQckstand wird siulenchromato-graphlsch mit Pentan : DIethyltthtr -2:1 
gereinigt Man erhalt 247 mg (0.455 mmd, 79%) dar Sauraiala fart low. Ol. 
Allgameina Oatan: C29H58O5SI2 , ?G - 542.94 g/mot, Varbtndung wird analog 
w &na m mr. 590 mmoll 8t arhilt man 273 mg (0.490 mmol. 83%) U 



l2-anaaura-<1 SM ^InnathyW^nathyMhto^ 

trldac-12*niiiiraH1SMW1-"^^ 
anyt-aatar 1Z& 




17 R-H 
17a R«Ma 

Vmw ,Hl naeh a NrtM.. W. Sfcglteh Angtw. 0*n 1W8, 90. 558. Em. Lawns 
von 1 45 -T* (0.268 mmol) S4ur. 1 58 mg (0.268 mm*) Altoho. 4*"* «- 5 
(0.0S38 mm* 02 «A OMAP in 1 .5 m. *»Wn CHaCfc <*d 1 0 ^n* 72 mg 
0.348 mmot.1.3-0 OlcyeW«yle«l»dlWd mMt M4nni»t1 0 ^O^ 
und 12 h Mi H-WIWWW. N«eh 6*»n*n U5 " ,n9 *^^ 
SSom-owN. d- BOcW— «* P«n™/B20 ««*n1 W mg (0.214 

imtog. Au» 167 mg (0.30 mmofl Si und d« 
aquimoiaran Manga £arha!t man 166mg (0.222 mmol. 74%) JZfcV 



* ■ 

wo J*— » 
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[($.1«n«t^K2*m1hyWhlaM n 
11 iOA 

•n-2,6-dlon lfe 



It R-H O OTBSO 



Ita R«Ma 

Sno Argaaattlgia Lfiwng von 49,3 mg (0.0371 mmol) dot Esttrt Uln 33.5 ml 
absolute CH^ (•ntspr^^ 

mil 3.3 mg (6 mo».%) Cl 2 [Ru.CHPhl(PCy3)2 (Cy-Cydohaxyl) 1t h untor amor 
AigofvAtmotphirt garOhrt Naeh Brtfinitn lAung^nltWt und n«rtv 
O^ogrtpW. dot ROckstandtt mil Ptntan/EfcO (20:1) woman 44 mg (0.0630 
mmol. 94%) dor VorbWung litte 1:1- Gamtoeh mrt tainam &ltomaran amattan. 
• 49.0 mg (0.068 mmol. 68%) oinoo Gamltchat out U& und sainam fi-laomaran 
vMidon analog aua 74,8 mg (0.100 mmol) JBtamaltan. 



/4A7#U*ML1tJ.12M^to^ 



2<Mnam»M M a» nl < ylH tnyfr 
fCpoHUIon 0") 




a- LJ«fl von 38.3 m9 (9-08 ^^^^^^o^ 

N«h W von «*n <a»pim«n bm 0.027 m. 
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HexafluorokfesdsAum (30 %) rOhrt man 17 h bai Raumtemperatur. Dl 
Reaktlonsmischung wlrd mit 10 ml gesattigter NaHC03-L5sung versetzt und dreimal 
mil je 20 ml EI20 extrahlert Ola varainigtan Emaraxtraicta wardan Goer MgS04 
getrocknat Nach Abdestfffleren daa Lteungsmittala im Vakuum wird dar RCckstand 
durch aina Wesekjel-SauJe mit B2O ilaah-chrematographiart Man erhilt 16.5 mg 
(0.0328 mmol, 68%) H ala 1 :1-2£Gentsch. 

* 20,7 mg (0.042 mmol. 70%) lit (ala ZSGemisch) wardan analog aua 43.2 mg 
(0.06 mmol) Jt£ emaJtan. 



Epottiilon A 1 und *Epothiton B It 




1a R-Ma 



Bna Lfiaung von 14.3 mg (0.03 mmoO li(1:1'Z£Gemisch) in 2,5 ml CH2CI2 wird 
bai 

-38 *C untar ROhran tro p fa n we la a mil 0,36 ml (0.038 mmol. 1.2 eq) airier frtsch 
hargattalltan Lfiaung von Dlrnatnyldioxiran in Acaton versatzt Man ruhrt 2 h bai -35 
*C. versatzt dam mit 8 ml einer I0%kjan wiBrigen Lfiaung von BsanOO-autfat und 
extrahlert draimai mit la 10 ml CH2O2. Nach AbdeetUfloren daa Lfiaungsmittals im 
Vakuum wtod dar ROcfcstand durch eina Wesekjei-Saule mit BjO flash- 
chromat o gr aphlart Man arhiit 7.1 mg (0.0144 mmol. 48%) EpothOon A. 
* W mg (0.0123 mmol. 41%) Epothllon B wardan analog aua 14,8 mg (0.03 mmol) 

lUerhaJten. 



Ola Erflndung batrffft auch Staraoisomara dar Varbindungan gtmafl dar 
AneprOche, wia diaaa QbBcharwaise innerhaib dar Synthase arrfaflen. 
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Patentanapruche 



1 .) Verfahren zur Herstellung von Epitholon A Oder B der allgemeinen Forme! 1 




OH O 



worin R-Wasserstoff (A) Oder eine Methylgruppe (B) bedeuten, 

dadurch gekennzefchnet, dafl 

ein Thiazotaikyidien-alkohot-derivat der Forme! 4 



OH 



mit einer Carbonaiure der allgemeinen Forme! 9a 




O OB O 08 



worin B- Benzyk TetraJiydropyrariy*- und/oder eine Sllylachut2gruppe<n) und 
R-Waaaeratoff Oder Methyl 
bedeuten, 
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vweetert wW, der ertultene Ester mm*, einer Oleflrunetattee In Gegenwaxt eines 
EdelmetaflkataiysatDfi ringgeechlossen, gegebenenfaile die Hydroxylschutignjppen 
gespalten warden, die neu entstendene Ooppeibindung epoddiert wird und 
gegebenentaUe dl Hydroxytechutzgnjppen gespeiten werden. 



2.) Deeoxy-epothilone gem&B allgemeiner Formel 18a 



R 




worln B- Wesserstoff, Benzyl., p-Methoxybenzyk Tetrahydropyrany*- und/oder 
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5.) 2.6-Oirnathyl-6-hapter*l 3a 




6.) Vartoindungan dar allgwneinen Formal 9* 
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7.) Verbindungan dar aUgamoinan Form* 4a 
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2-(2,2-dimethyl-[ 1 ,3]dioxan-4-y l)-2-methyl-pcntan-3-one (V); 
2-methyl-6-heptenal (VI), 2,6-dimethyl-6-heptenal (VII) and 
(4S,6S)-2-(2,2-dimethyl-[t,3]-dioxan-4-yl)-5-hydroxy-2,4,6-trimethyl-un 

decan-3-one (sic) (DDHTU); used for the preparation of (III); as well 
as protected thiazolyl-hydroxyalkyldienes (VIII) used for the 
preparation of (II): B2 = benzyl; p-methoxybenzyl; tetrahydropyranyl; 
or silyl protecting group. 

Note - The final claim appears to cover stereoisomers of all the 
above compounds except (DDHTU) and (VIII) [sic; the phrasing of the 

claims is ambiguous]. 

(I) are known from DE 4138042. 

USE - (I) have taxol-like activity and are of potential use in 
cancer therapy. 
Dwg.0/0 

Title Terms: PRODUCE; COMPOUND; TAXOL; ACTIVE; TOTAL; SYNTHESIS; NEW; 

THIAZOLYL; HYDROXY; ALKYL; DENE; PROTECT; DI; HYDROXY; OXO; ACID; 

INTERMEDIATE 
Derwent Class: B02; B03 

International Patent Class (Main): C07C-069/738; C07D-493/04 
International Patent Class (Additional): C07C-047/21; C07C-049/203; 

C07C-059/01; C07C-059/215; C07C-069/716; C07D-263/24; C07D-277/24; 

C07D-309/06; C07D-309/12; C07D-319/06; C07D-417/06; C07F-0O7/18 

File Segment: CPI _ M ^ _ t 

Manual Codes (CPI/A-N): B05-B01B; B06-A02; B07-A02; B07-A03; B07-F01; 

B10-C04D;B14-H01 
Chemical Fragment Codes (M2): 
*01* A544 A910 A940 A970 B5 15 C017 C100 C710 O20 M41 1 M730 M903 Q421 
•02* D015 D016 D030 D160 F012 F014 F710 H4 H402 H422 H7 H721 H8 J5 J522 
L9 L942 Ml M126 M133 M210 M21 1 M240 M283 M313 M321 M331 M342 M412 



M5 1 1 M521 M530 M540 M720 M800 M903 M904 N209 N213 N24I N242 N262 
N282 N305 N306 N309 N3 1 3 N34 1 N342 N362 N44 1 N480 N5 1 1 N5 1 2 P633 
9817-35801-P 40014 

*03* B614 B7! 1 B712 B720 B743 B744 B831 B832 F012 F013 F014 F015 F0I6 
F017 F019 FI23 F130 F199 F710 G010 G0I3 G019 GlOO H401 H402 H421 
H422 H52I H522 H541 H542 H7 H721 J5 J522 L9 L942 Ml Ml 26 Ml 29 Ml 33 
M141 M149M210M211 M212 M213 M214 M215 M216 M220 M221 M222 M223 
M224 M225 M226 M231 M232 M233 M240 M250 M272 M281 M282 M283 M31 1 
M313 M321 M322 M331 M342 M373 M391 M392 M41 1 M413 M510 M522 M523 
M530 M531 M532 M540 M710 M800 M903 M904 9817-35802-N 40014 00561 

♦04* B414 B5I4 B6I4 B71 1 B712 B720 B743 B744 B831 B832 F012 F013 F014 
F019 F123 F199 G010 G019 GlOO H521 H522 H581 H582 H7 H721 JO J01 1 Jl 
J171 J5 J581 M210M211 M212 M213 M214 M215 M216M220 M221 M222 M223 
M224 M225 M226M231 M232 M233 M250 M280 M283 M311 M315M316M321 
M322 M333 M342 M343 M373 M381 M391 M392 M41 1 M413 M414 M510 M520 
M521 M522 M530 M531 M532 M540 M710M800 M903 M904 9817-35805-N 40014 
00561 

•05* B614 B71 1 B720 B743 B831 F012 F013 F014 F019 F123 F710 G010 G013 
G100H401 H481 H521 H541 H581 H7 H722 M210 M21 1 M212 M213 M214 M215 
M216 M220 M221 M222 M223 M224 M225 M226 M231 M232 M233 M240 M250 
M272M281 M283 M31 1 M315 M321 M333 M342 M373 M391 M392M411 M413 

M510M521 M522 M530M531 M540 M710 M800 M903 M904 9817-35806-N 40014 
00561 

*06* F012 F014 F017 F163 H401 H481 J5 J581 M210 M21 1 M212 M240 M262 M28I 
M282M313M316M321 M331 M333 M340 M342M372 M381 M391 M413M510 
M521 M530 M540 M710 M903 M904 9817-35803-N 40014 00561 00262 

•07* H7 H721 J4 J471 M220 M221 M222 M232 M262 M281 M320 M416 M710 M800 
M903 M904 98 17-35804-N 40014 00561 00262 
Ring Index Numbers: : 40014; 00561; 00262 

Generic Compound Numbers: 9817-35801-P; 9817-35802-N; 9817-35805-N; 
9817-35806-N; 9817-35803-N; 98 17-35804-N 
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E POTM LOWB CD.B UND P. 
MJTIUL BZW. ALS PflAMZENSCHUTZmTOL 



SS^JSSS" 9 * 0 ^ DBMN VBaWBNDUNO ALS CYTOSTATISCHE 



Die vorliegende Brfindung betrifft Bpothilone C, D, E und F, 
deren Heratellung sowie deren Verwendung zur Heratellung von 
therapeutiechen Mitteln und Mitteln fur den Pf lanaenachutz , 

« 

Bpothilone C und D 

Gera&S einer Auafilhrungaforra betrifft die Brfindung Bpothilone [C 
und D] , die dadurch gewinnbar aind, dafi man 

(a) Sorangium celluloauo DSN 6773 in Gegenwart einea Adsorber - 
harzee in an aich beJcannter Weiae kultiviert, 

(b) das Adsorberhar* von der Kultur abtrennt und mit einem 
Wasser/Methanol-Gemiech viacht, 

(c) das gewaschene Adaorberhar2 rait Meth*^ \ oluic und das 
Bluat zu einem Rohextrakt einengt, 
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(d) das gewonnene Konzentrat rait Ethylacetat extrahiert, den 
Extrakt eincngt und zwiechen Methanol und Hexan verteilt, 

(e) die methanolische Phase zu einera Raff inat einengt und das 
Konzentrat an einer Sephadex-S&ule fraktioniert , 

(f ) eine Praktion mit Stof fwechaelprodukten des eingesetzten . 
Mikroorganismus gewinnt, 

(g) die gewonnene Praktion an einer CIB-Umkehrphase mir einera 

Methanol/Wasser-Gemisch chromatographiert und in zeitlicher 

■ 

Reihenfolge 

- nach einer ersten Praktion mit Epothilon A und 

- einer zweiten Praktion mit Epothion B 

- eine dritte Praktion mit einera ersten weiteren bpothilon und 

- eine vierte Fraktion mit einera zweiten' weiteren Epothilon ge- 
winnt und 

(hi) und das Epothilon der ersten weiteren Praktion und/oder 
(h2) das Epothilon der zweiten weiteren Fraktion isoliert. 

Femer betrif ft die Erfindung ein Epothilon [C] der Suramenformel 
C 26 H 39 N °5 S ' gekennzeichnet durch das 1 H- und 13 C-NMR-Spektrum 
gemAfi Tabelle 1. 

Perner betrif ft die Erfindung Epothilon C der Formal: 




4 

Epothilon C R - H 
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Ferner betrifft die Erfindung Epothilon [D] der Suramenformel 
C 2 7H 4 iN0 5 S, gekennzeichnet durch das 1 H- und 13 C-NMR-Spektrura 
gemAfi Tabelle 1. 

Ferner betrifft die Erfindung Epothilon D der Formel: 



R 




Epothilon 0 R - CH 3 

Epothilone C und D kdnnen zur Herstellung der Verbindungen der 
folgenden Porael 1 verwendet werden, wobei zu deren Deri vat i - 
sierung auf die in WO-A-97/19 OSS beschriebenen Derivatiaie- 
rungsmethoden verwiesen werden kann. 




In der voretehenden PotmI 1 bedeuten: 
R - H, Cx.4-JU.kyl; 

R 1 , R 2 , R 3 , R 4 , R 5 . H, C L . ( -Alkyl, 
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Ci . g - Acyl-Benzoyl , 
Ci-4-Trialkyleilyl, 

Benzyl, 
Phenyl , 
Ci-6-Alkoxy-, 

Cg-Alkyl-, Hydroxy- und Halogen- 
substituiertee Benzyl bzw. Phenyl; 
wobei auch zwei der Reste R 1 bis R 5 zu der Gruppierung -(CH 2 > n - 
rait n - 1 bis 6 zusaramentreten k6nnen und es sich bei den in den 
Resten enthaltenen Alkyl- bzw. Acylgruppen urn gradkettige Oder 
verzweigte Reste handelt; 

Y und Z sind entweder gleich oder verschieden und stehen jeweils 
far Wasserstoff , Halogen, wie F, Cl, Br oder J, Pseudohalogen, 
wie -NCO, -NCS oder -N 3 , OH, 0- (C x . 6 ) -Acyl , 0- (Cx.g) -Alkyl, 0- 
Benzoyl . Y und Z k6nnen auch das O-Atora eines Epoxides sein, wo- 
bei Epothilon A und B nicht beansprucht werden, oder eine der C- 
C-Bindungen einer C-C-Doppelbindung bilden. 

So kann man die 12,13-Doppelbindung selektiv 

- hydrieren, beispielsweise katalytiech oder mit Diirain, wobei 
man eine Verbindung der Formal 1 mit Y - Z - H erhftlt; oder 

- epoxidieren, beispielsweise rait Dimethyldioxiran oder einer 
PersAure, wobei man eine Verbindung der Formal 1 mit Y mit Z - - 
0- erhftlt; oder 

- in die Dihalogenide, Dipeeudohalogenide oder Diazide urawan- 
deln, wobei man eine Verbindung der Formal 1 mit Y und Z - Hal, 
Pseudo-hal oder N 3 erhllt. 

Spotbilone M und F 

GemaS einer weiteren AuBfflhrungeform betrif ft die Brfindung 
einen Biotransformant von Epothilon A, der dadurch gewinnbar 
1st, dafi man 



(C) 1 999 Copyright Derwent Infonnation 



WO 98/124*1 



S 



PCT/OT7/0644J 



(a) Sorangiuo celluloawn DSM 6773 in Gegenwart eines AdBorber- 
harzea in an aich bekannter Heiae Jcultiviert, vom Adaorber- 
harz abtrennt und gegebenenfalla die Geaamtmenge oder einen 
Tail der abgetrennten Kultur rait einer methanol iachen Ldaung 
von Epothilon A veraetzt, 

. * 

(b) die mit Bpothilon A veraetzt e Kultur inkubiert und danach 
rait Adaorberharz veraetzt, 

(c) da a Adaorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und das Bluat zu einem Rohextrakt einengt, 

(d) den Rohextrakt zvischen Ethylacetat und Wasser verteilt, die 
Ethylacetat- Phase abtrennt und zu einem 6l einengt, 

(e) das 6l an einer Umkehrphase unter folgenden Bedingungen 
chromatographiert : 

SAulenroaterial : NUcleoeil 100 C-18 7 pm 
S&ulenmaSe: 250 x 16 mm 
Laufmittel: Methanol /Wasser - 60 : 40 
FluS: io ml/min 

und Praktionen mit einem Gehalt an Biotransformant, die sich 
durch UV-L6s chung bei 254 nm detektieren lessen, mit einem R t - 
Wert von 20 min abtrennt und den Biotranaformanten isoliert. 

Ferner betrifft die Brfindung einen derartigen Biotransformant 
von Epothilon A, der dadurch gewinnbar ist, daS man bei Stufe 

(a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr Tage alt 
ist. 

Ferner betrifft die Brfindung einen derartigen Biotransformant 
von Epothilon A, der dadurch gewinnbar ist, daS man bei Stufe 

(b) ein oder zvei der mehr Tage inkubiert. 
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Ferner bctrifft die Erfindung eine Verbindung dcr Summenformel 
C26 H 39 N0 7 S, gekennzeichnet durch folgendea 1 H-NMR-Spektr\im (300 
MHZ, CDC1 3 ): delta - 2.38 (2-H a ) , 2. SI (2-H b ) , 4.17 (3-H) , 3.19 
(6-H), 3.74 (7-H), 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 11-H 2 ) , 2.89 
(12-H), 3.00 (13-H), 1.88 (14-H a ) , 2.07 (14-H b ) , 5.40 (15-H) , 
6.57 (17-H), 7.08 (19-H) , 4.85 <21-H 2 ) , 1.05 (22-H 3 ) , 1.32 (23- 
H 3 ), 1.17 <24-H 3 >, 0.97 (25-H 3 > , 2.04 (27-H 3 ) 

Perner betrifft die Erfindung eine Verbindung (Epothilon E) 
Pormel: 




Epothilon E R - H 



Geoaft einer weiteren Ausfuhrungeform betrifft die Erfindung 
einen Biotransformant von Epothilon B. der dadurch gewinnbar 
iat, daft man 

(a) Sorangium celluloswn DSM 6773 in Gegenwart eine. Adsorber - 
harzee in an aich bekannter Weise kultiviert, vom Adsorber - 
harz abtrennt und gegebenenfalla die Geaamtmenge oder einen 
Teil der abgetrennten Kultur mit einer methanolischen Loeung 
von Epothilon B vereetzt. 
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(b) die rait Epothilon B vereetzte Kultur inkubiert und danach 
rait Adeorberharz versetzt, 

(c* das Adsorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und das Eluat 2u einera Rohextrakt einengt, 

(d) den Rohextrakt zwiechen Ethylacetat und Waaser verteilt, die 
Ethylacetat- Phase abtrennt und zu einem 6l einengt, 

(e) das <5l an einer Umkehrphaee unter folgenden Bedingungen 
chromatographiert : 

Saulenmaterial : Nucleosil 100 C-18 -7 pm 
Saulenmafie: 250 x 16 mm 
Laufmittel: Methanol /Was ser - 60 : 40 
Plufi: 10 ml/min 

und Praktionen mit einem Oehalt an Biotransformant , die sich 
durch UV-Loschung bei 254 nra detektieren lessen, mit einem R t - 
Wert von 24,5 min abtrennt und den Biotransformanten isoliert. 

Pemer betrifft die Brfindung einen derartigen Biotransformant 
von Epothilon B, der dadurch gewinnbar ist, da& man bei Stufe 

(a) eine Kultur abtrennt, die drei oder vier oder mehr Tage alt 
ist. 

Ferner betrifft die Brfindung einen derartigen Biotransformant 
von Epothilon B, der dadurch gewinnbar ist, das man bei Stufe 

(b) ein oder zwei oder mehr Tage inkubiert. 

Pemer betrifft die Brfindung eine Verbindung der Suraraenformel 
C 27 H 41 N0 7S, gekennzeichnet durch folgendes ^-H-NMR-Spektrum (300 
VSR Z , CDC1 3 ) S delta - 2,37 <2-H a ) , 2.52 (2-H b ) , 4.20 (3-H) , 3.27 
(6-H), <7-H), 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 11-H 2 > , 2.78 

(13-H). 1.91 (14-H), 2.06 (14-H b ) . 5.42 (15-H) , 6.58 (17-H) , 
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7.10 (19-H), 4.89 (21-H 2 ), 1.05 (22-H 3 ) , 1.26 (23-H 3 ) f 1.14 (24- 
H 3 ), 0.98 (25-H 3 ) # 1.35 <26-H 3 ) , 2.06 (27-H 3 ) . 

Femer betrif ft die Erf indung elne Verbindung (Epothilon F) der 
Formal: 




9 OH 0 



Epothilon P R • CH 3 
Herstellung and Mittel 

Die erf indung egemAfien Verbindungen bzw. Epothilone sind tnit den 
vorstehend angefflhrten MaSaahmen gevinnbar. 

Die Erf indung betrifft ferner Mittel fAr den Pflanzenschutz in 
Landwirtschaft, Foretwirtechaf t und/oder Oartenbau, beetehend 
aus einem Oder mehreren der vorstehend aufgefflhrten Epothilone 
C, D # E und F bzw. beetehend aus einem oder mehreren der vorste- 
hend aufgefflhrten Epothilone neben einem oder mehreren Obi ichen 
TrSger(n) und/oder Verdflnnungsmittel (n) . 

SchlieSlich betrifft die Erf indung therapeutische Mittel, beete- 
hend aus einer oder mehreren der vorstehend aufgefflhrten Verbin- 
dungen oder einer oder mehreren der vorstehend aufgefflhrten Ver- 
bindungen neben einem oder mehreren flblichen Trftger(n) und/oder 
Yw*flnnungsmittel (n) Diese Mittel Jc6nnen insbesondere cytotoxi- 
«S?n^A)ctivit&ten zeigen und/oder Immunsuppression bewirken 
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und/oder zur BekAmpfung maligner Tumore eingeeetzt warden, wobei 
sie be Bonders bevorzugt als Cytostatika verwendbar aind. 

* 

Die Erfindung wird iro folgenden durch die Beschreibung von eini- 
gen auagew&hlten Auafflhrungabeiapielen niher erliutert und be- 
schrieben. 



Baiapiele 

Belapiel It 
Bpothilone C und D 

X. Produktionaetaam und Kulturbedingungen entaprechand dan Kpo- 
tfcilon Baaiapatent DI-B-41 38 042. 

B. Produktion ait DSM €773 

75 1 Kultur warden wie im Baaiapatent beachrieben angezogen und 
zum Animpf en einea Produktiona ferment era mit 700 1 
Produktionsmedium aua 0.8 % St&rke, 0.2 % Glukoae, 0.2 % Soya- 
mehl, 0.2 % Hefeextrakt, 0.1 % CaCl 2 x 2H 2 0, 0.1 % MgS0 4 x 7H 2 0, 
8 rag/1 Fe-EDTA, pH - 7.4 und optional IS 1 Adaorberharz Amber- 
lite XAD-16 vervendet. Die Fermentation dauert 7 - io Tage bei 
30 C, BeWftung mit 0.1 NL/ra 3 . Durch Regulierung der Drehzahl 
wird der p0 2 bei 30 % gehalten. 

C. Xeolierung 

Das Adaorberharz wird mit einem 0.7 m 2 , 100 meah ProzeSfilter 
von der Kultur abgetrennt und durch Waachen mit 3 Bettvolumen 
KS^r/M^rbanol 2:1 von pol^rcn Begleitatoffen befreit. Durch 

vien^ ,#> 4^ Bettvolumen Methanol wird ein Rohextrakt gewonnen, 
<uzt i. Vide, bia zum Auftreten der Wasserphaee eingedatnpf t wird. 



(C) 1999 Copyright Derwent Information Ltd. 



W MOMil - 10 - PCT/rm/0«42 

Dieae wird dreimal mit dem gleichen Voluroen Ethylacetat extra - 
hiert. Eindampfen der organiachen Phase ergibt 240 g Rohextrakt, 
der zwischen Methanol und Heptan verteilt wird, urn lipophile Be- 
gleitetoffe abzutrennen. Aue der Methanolphaae werden durch Ein- 
dampfen i. Vak. 180 g Raffinat gewonnen, daa in drei Portionen 
Ober Sephadex LH-20 (Sftule 20 x 100 cm, 20 ml/min Methanol) 
fraktioniert wird. Die Epothilone sind in der mit 240 - 300 rain 
Retentionazeit eluierten Praktion von insgeaamt 72 g enthalten. 
Zur Trennung der Epothilone wird in drei Portionen an Lichroaorb 
RP-18 (IS /un# Siule 10 x 40 cm, Laufmittel 180 ml/min Metha- 
nol/Waaser 65:35) chromatographiert . Nach Epothilon A und B wer- 
den mit Rt - 90-95 min Epothilon C und 100-110 min Epothilon D 
eluiert und nach Eindampfen i. Vak, in einer Auabeute yon je- 
weila 0.3 g ala farbloae 6le gewonnen. 

D. Phyaikaliache liganachaftaa 



R 




Epothilon C R - H 
Epothilon D R - CH3 

Epothilon C 

C26H39NO5S 1*77] 

BSI-MS: tT' : ^dx lm?>i 478.5 £Cr (M+H) + 
1H und 13C aieh NMR-Tabelle 
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DC:Rf - 0,82 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, Lauf raittel : Dichlormethan/Methanol « 

9:1 

Detection: UV-L&schung bei 254 nm. AnsprOhen mit Vanillin- Schwe - 

f els&ure-Reagenz, blau-graue Anf&rbung beim Erhitzen 
auf 120 °C. 

HPLC : R t - 11.5 min 

Siule: Nucleosil 100 C-18 7/un, 125 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol /Waaeer - 65:35 
Flu£: lml /min 
Detection: Diodenarray 

Spothiloa D 

C27H41NO5S C491] 

ESI -MS: (posit iv lonen) : 492,5 fOr [M+H] + 
1H und 13C siehe NMR-Tabelle 
DC:Rf - 0,82 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck, Laufmittel: Dichlormethan/Methanol « 

9:1 

Detektion: UV-Lfiachung bei 254 nm* AnaprOhen mit Vanillin-Schwe- 

fels&ure-Reagenz, blau-graue Anf&rbung beim Erhitzen 
auf 120 # C. 

HPLC:R t ■ 15,3 min 

Siule: Nucleosil 100 C-18 7pm, 125 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol /Waeaer -65:35 
FluS: lml /min 
Detection: Diodenanu. - 
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Taballo It X H- und 13 C-HMR Datan von Bpothilon C und Ipothilon D 
in [D 6 ] DMSO boi 300 MH» 



H-Atocn 



2 -Ha 

2- Kb 

3- K 
3 -OH 

6- H 

7- H 
7-OH 

e-H 

9-Ha 

9- Hb 

10- Ha 

10- Hb 

11- Ha 

11- Hb 

12 - H 

13 - H 

14 - Ha 

14 - Kb 

15- H 
17-R 
19-H 

21- 1 

22- H 
23 -H 
24 -H 
35-H 

26- H 

27 - H 



Bpothilon C 

6 C-Atom 
<ppm) 



Bpothilon D 



2.36 
2. SO 
3.97 

5.12 

3.07 

3.49 

4.46 

1*34 

1.15 

1.40 

1.15* 

1.35* 

1.50 

2.10 

5.36«* 

S.44** 

2.35 

2.70 

5.27 

5.50 

7.35 

2.55 

0.54 

1.21 

1.05 

0.90 



2 
3 
4 
5 
5 
7 
9 
9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

10 

15 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

27 



ft 

<PP»> 
170.3 

30.4 

71.2 

53.1 
217.1 
45.4 
75.9 
35.4 
27.6 
30.0 
27.6 
124.6 
133.1 
31.1 
76.3 
137.3 
119.1 
152.1 
117.7 

164.2 
19.8 
20.8 
22.6 
16.7 
16.4 
14.2 




2.10 

♦ zuordnung vartauachbar 



6 


C-Atom 


6 


(ppre) 




(ppm) 




1 


170 • 1 


2.35 


2 


39.0 


2.38 


3 


70.6 


4.10 


4 


53.2 


5.08 


5 


217.4 


3.11 


. 6 


44.4 


3.46 


7 


75.5 


4.46 


8 


36.3 


1.29 


9 


29.9 


1.14 


10 


25.6. 


1.36 


11 


31. 8* 


1.14* 


12 


136.3 


1.35* 


13 


120.3 


1.75 


14 


31.6* 


2.10 


15 


76.6 




16 


137.2 


5.08 


17 


119.2 


2.30 


18 


152.1 


2.65 


19 


117.7 


5.29 


20 


164.3 


6.51 


21 


16.9 


7.35 


22 


19.7 


2.65 


23 


22.5 


0.90 


24 


16.4 


1.18 


25 


16.4 


1.07 


26 


22.9 


0.91 


27 


14.1 



1.63 
2.11 



V. 
» 
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Beiapiel 2s 

Spothiloa A und 12, 13-Biaepirepothilon A aus Bpothilon C 

50 tng Epbthilon A werden in 1.5 ml Aceton gelftet und mit 1.5 ml 
elner 0.07 molaren Ldsung von Diraethyldioxiran in Aceton ver- 
setzt. Nach 6 Stunden Stehen bei Raumtemperatur wird i. Vak. 
eingedampft und durch preparative RPLC an Kieselgel (Lauf mittel : 
Methyl - tert . butylether /Petrolether/Methanol 33:66:1) getrennt . 

• 

Ausbeute : 

m 

25 tng Epothilon A, R t - 3,5 min (analyt. HPLC, 7 SAule 4 x 

250 mm, Lauf mittel a. o., Plufi 1.5 ml/min> 

und 

20 mg 12, 13 -Biaepi -epothilon A, R t - 3.7 rain, ESI-MS (poa. 
Ionen) 

ra/z - 494 [M+H] * 

X H-NMR in [D 4 ] Methanol, auage- 

wthlte Signale: delta - 4.32 

(3-H), 3.79 (7-H), 3.06 (12-H) , 
3.16 (13-H), 5.54 (15-H) , 6.69 

(17-H), 1.20 (22-H), 1.45 (23-H) . 



R 




12,13-Bieepi-epottiilon A R - H 
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B«i«pi«l 3: 

Bpetbilon B und P» neue Biotrana forma tioneprodukte der Bpothi- 
lone A und B. 

Produktioneetaami 

Der Produktionaatamm Sorangium celluloaum So ce90 wurde im Juli 
1985 an der GBP aue einer Bodenprobe von den Ufern dea Zambeai 
iaoliert und am 28.10.91 bei der Deutschen sanmlung fur Mikro- 
organismen unter Nr. DSM 6773 hinterlegt. 

Die charakteriaierung dea Produzenten Bowie die Kulturbedingun- 
gen aind beachrieben in: 

H6fle, O.j N. Bedorf, K. Oerth & H. Reichenbachs Bpothilone, 
deren Heratellungaverfahren aowie aie enthaltenda Mittel. 
DB 41 38 042 Al, offengelegt an 27. Mai 1993. 



Bildung der Bpothilone B und B wihrend der Fermentation* 

Bine typieche Permentation verlauft f olgendermaSen : Bin 100 1 
Bioreaktor wird mit 60 1 Medium (0,8 % Starke; 0,2 % Oluco.e, 
0 2% Soyamehl; 0,2 % Hef eextrekt ; 0,1 % CaCl 2 x 2H 2 0; 0,1 % 
MgS0 4 x 7H 2 0; 8 mg/1 Pe-EDTA; P H 7,4) gefullt. Zuaatzlich werden 
2 % Adeorberharz (XAD-16, Rohm a Haaa) zugegeben. Daa Medium 
wird durch Autoklavieren (2 Std.. 120 »C) steriliaiert . Beimpft 
wird mit 10 1 einer im gleichen Medium (zuaatzlich 50 mM HBPBS- 
Pu££er pH 7,4) im Schuttelkolben angezogenen Vorkultur (160 Upm, 
30 -C). Permentiert wird bei 32 -C mit einer Ruhrergeachwindig- 
keit von 500 Upm und einer Beluftung von 0,2 Ml pro m und Std, 
der pH Wert wird durch Zugabe von KOH bei 7,4 gehalten. Die Per- 
mentation dauert 7 bi. 10 Tage. Die gebildeten Bpothilone werden 
wahrend der Permentation kontinuierlich an das Adaorberharz ge- 
bunden. Nach Abtrennen der Kulturbruhe (z. B. du* ""-iebr-, in 
einem Proz fif liter) wird daa Harz mit 3 Bettvoluuc :. , -aeer -csaa- 
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schen und mit 4 Bettvolumen Methanol eluiert. Das Eluat wird zur 
Trockne eingeengt und in 700 ml Methanol aufgenommen. 

BPLC -Analyse dee XAD- Eluat est 

GegenQber dem Ausgangsvolumen dee Reaktors (70 1) 1st das Eluat 
100:1 konzentriert . Die Analyse wird durchgefflhrt mit einer KPLC 
Anlage 1090 der Fa. Hewlett Packard. Zur Trennung der Inhalt- 
stoffe wird eine Microbore SSule (125/2 Nucleosil 120*5 C 18 ) der 
Fa. Machery-Nagel (Dflren) verwendet. Eluiert wird mit einem Gra- 
dienten aus Wasser/Acetonitril von anf&nglich 75:25 bis zu 50:50 
nach 5,5 Minuten. Dieses Verhiltnis wird bis txxr 7. Minute ge- 
halten, urn dann bis zur 10. Minute auf 100 % Acetonitril anzu- 
steigen. 

Geroessen wird bei einer Wellenl&nge von 250 nm und einer Band- 
breite von 4 nm. Die Dioden Array Spektren werden im Wellenl&n- 
genbereich von 200 bis 400 nm gemessen. Im XAD-Eluat fallen zwei 
neue Substanzen mit Rt 5,29 und R t 5,91 auf, deren Adsorptions- 
spektren mit denen von Epothilonen A bzw. B identisch sind (Abb. 
1; E entspricht A, F entspricht B) . Diese Substanzen werden 
unter den gegebenen Fermentations be dingungen nur In Spur en 
gebildet • 

Biotransformation von Epothilon A und B zu Kpothilon B und Tt 

FOr die gezielte Biotransformation wird eine 4 Tage alte, mit 
Adsorberharz gehaltene 500 ml Kultur von So ce90 verwendet. Von 
dieeer werden 250 ml unter Zurficklassen dea XAD in einen steri- 
len 1 1 Erlenmeyerkolben flberffthrt . Danach wird eine methanol! • 
sche Ldsung einer Mischung von insgesamt 36 rag Epothilon A und 
14 mg Epothilon B zugegeben und der Kolben fflr zwei Tage bei 30 
°C und 200 Upm auf einer Schdtteltruhe inkubiert . Die Bil^v . 
der Bpothilone fi und £ wird direkt aus 10 ill des zentrifugv-.^en 
Kulturdberstands analysiert (Abb. 2) . Die Umwandlung erfolgt nur 
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in oegenwart der Zellen und i.t abhangig von der ^""^ 
Zelldichte und der Beit . Bine Kinetik der Umwandlung i.t fur 
Epothilon A in Abb. 3 darge.tellt. 

I.olieruhg von Epothilon S und F 

Zur i.olierung von Epothilon B und F werden drei Sohattelkolben- 
aLatxe au. der Biotransformation (s. o.) vereinigt und 1 h mxt 
« ml XAD-16 ge.chuttelt. Das XAD wird durch Ab.ieben gewonnen 
und nd^OO ml Methanol eluiert. Da. Bluat wird i. V.k *u 1.7 g 
^he^ra^t eingedampft. Dieaer wird zwi.ohen 30 ml Bthylacetat 
Z T1 wae.erTerteilt. Au. der Bthylacetatpbaee werden beim 
Eindampfen i. Vak. 330 mg eine. oligen Ruck.tande. erhalten, die 
!n fZ L»ufen uber eine 250 x 20 mm RF-18 Saule chromatogra- 
Phiert werden (Laufmittel: Methanol /Wa.aer 58:42, Detektion 254 

nm) . 

Ausbeute: Epothilon B 50 tag 

F lOng 

Biologi.cne Wirkung von Ipothilon Bt 

in Zellkulturen wurde die Konzentration be.timmt, welche da. 
?J£m1 50 % reduziert (IC S0 ) und mit den Werten fur Bpothi 
Ion A verglichen. 

IC50 (ng/«d.) 

Zellinie 



5 1 

HeLa. KB-3.1 (human) 20 4 

Mau.fibrobla.ten, L929 
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Bpothiloa B 

C26H39HO7S [509] 

ESI -MS: (positiv Ionen) : 510.3 fflr [M+HJ * 
DC: Rf - 0,58 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck. Laufmittel: Dichlormcthan/Methanol - 
9:1 

Detektion: UV-L&schung bei 254 nm.. Anapnihen mlt Vanillin- 

Schwefelsiure-Reagenz, blau-graue Anf&rbung beim 
Erhitzen auf 120 «C 

• ■ 

HPLC: Rt - 5,0 min 

S&ule: Nucleosil 100 C-18 7jim, 250 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol /Nasser ■ 60:40 
Flufi: 1,2 ml /min 
Detektion: Diodenarray 

■ 

*H-NMR (300 MHz, CDCI3) : delta • 2.38 (2-H a ) , 2.51 (2-H b ) , 4.17 
(3-H), 3.19 (S-H), 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (B-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 
11-H 2 ), 2.89 (12-H), 3.00 (13-H) , 1.88 (14-H a ) , 2.07 (14-H b ), 
5.40 (15-H), 6.57 (17-H) , 7.08 (19-H) , 4.85 (21-H 2 ) , 1.05 (22- 
H 3 ), 1.32 <23-H 3 ), 1.17 (24-H 3 ), 0.97 (25-H 3 ), 2.04 (27-H 3 ) 

♦ 

Bpothiloa F 

C 27 H 41 !W7S (523] 

ESI-MS: (pofitiv Ionen): 524.5 fOx [M+H] + 
DC: Rf - 0,58 

DC-Alufolie 60 F 254 Merck. Laufmittel: Dichlormethan/Methanol - 
9:1 

Detektion: UV-Lflschung bei 254 nm. AnsprOhen mit Vanillin- 

Schwefels&ure-Reagenz, blau-graue Anfirbung beim 
Erhitzen auf 120 °C. 
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HPLC: Rt • 5 ' 4 min 

Siule: Nucleosil 100 C-18 7/tm, 250 x 4 mm 
Laufmittel: Methanol/Wasser - 60:40 
FluS: 1,2 ml /min 
Detektion: Diodenarray 

iH-NMR (300 MH Z « CDCl 3 ) : delta - 2.37 (2-Ha) . 2.52 (2-H b > . 4.20 
(3-H) 3 27 (6-H), 3.74 (7-H) . 1.30 - 1.70 (8-H, 9-H 2 , 10-H 2 , 
11-hJ, 2.78 (13-H), 1.91 ("'H) , 2.06 <14-H b > . 5.42 (15-H) , 
6 58 (17-H). 7.10 (19-H), 4.89 <21-H 2 >. 1.05 (22-H 3 > , 1.26 (23- 
H 3 >, 1.14 (24-H 3 ), 0.98 (2S-H 3 >, 1.35 <26-H 3 > , 2.06 (27-H 3 ) . 

Beispiel 4t 

Herstellung von Bpothilon BundP durch Biotranaformat ion mit 
Soranglum celluloaum So ce90 

1) Durchfuhrung der Biotranafortnation: 

POr die Biotransformation wird eina Kultur von Soranglum cellu- 
loaum So ce90 verwendet, die fur viar Tage in Gegenwart von 2 % 
XAD 16 Adaorberharx (Pa. Rohm und Haaa, Prankfurt/M. ) bai 30 -C 
und 160 Opm geechuttelt wurde. Daa Kulturmedium hat folgende 
Zusammen.et«ung in g/Liter destilliartem Waeser: Kartoff el.tarke 
(Maizena). 8, Glucose (Maizena) , 8; entfettetes Sojamehl, 2, 
Hefeextrakt (Marcor) , 2; Ethylendiamintetraeasigsaure , Eiaan 
(111) Natrium Salz, 0,008; MgS0 4 x 7 H 2 0, 1; CaCl 2 x 2 H 2 0, If 
HBPBS 11,5. Der pH-Wert wird vor dem Autoklevieren mit KOH auf 
7.4 einge-tellt. Daa XAD wird duroh Sieben ubar ein ^• t *^; 
sieb (200 M» Maschenweite) von der Kultur abgetrennt. Die Bakte- 
rien werden durch Zentrifugation fur 10 min bei 10 000 Upm eedi- 
.ontiert urd da. Pellet in 1/5 dee KulturOberstande- re^apen- 
diert. Zu d r konzentrierten Bakteriensuspen-ion wird nun Bpo 
thilon A bzw. Epothilon B in methanol iacher L6eung in einer Kon- 
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zentration von 0,5 g/Liter zugesetzt. Die Kultur wird wie oben 
beschrieben weiterkultiviert . Zur Analyse der Biotransformation 
wird zu den gewunschten Zeiten eine 1 ml Probe entnommen, 0,1 ml 
XAD zugegeben und die Probe fflr 30 min bei 30 °C geechfcttelt. 
Eluiert Wird das XAD mit Methanol. Das Bluat wird zur Trockene 
eingeengt und in 0,2 ml Methanol wieder auf genommen . Diese Probe 
wird Ober HPLC analysiert. 

Abb. 4) Kinetik der Biotransformation von Epothilon A nach Epo- 
thilon E 

■ 

Abb. 5) Kinetik der Biotransformation von Epothilon B nach Epo- 
thilon P. 

2) Herstellung von Epothilon E durch Biotransformation von 1 g 
Epothilon A. 

Der Stamro Sorangium celluloaum So ce90 wird fttr vier.Tage in 8,5 
1 des obigen Mediums (jedoch ohne XAD Zusatz) in einem 10 Liter 
Bioreaktor bei 30 •C, einer Drehzahl von 150 Upm und einer 
Belftftung von 0,1 wm angezogen. 

AnschlieBend wird die Kultur durch cross flow Filtration auf 3 1 
eingeengt. Hierzu werden 0,6 m 2 einer Metnbran mit einer Poren- 
gr6Se von 0,3 pm verwendet. 

Die konzentrierte Kultur wird in einen 4 Liter Bioreaktor ftber- 
fflhrt und eine methanolische Lfisung von 1 g Epothilon A in 10 ml 
Methanol zugegeben. AnschlieSend wird die Kultur fiber einen 
Zeitraum von 21,5 h weiterkultiviert . Die Temperatur betrftgt 32 
°C, die Rfihrerdrehzahl 455 Upm und die Beiaftung erfolgt mit 6 
1/min. Zum Erntezeitpunkt wird 100 ml XAD zugegeben und fflr 1 h 
weiterinkubiert . Das XAD wird durch Absieben von den Zellen ab- 
getrennt und erschdpfend mit Methanol eluiert. Das konzentrierte 
Eluat wird fiber HPLC analysiert. 
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Bilanzierung der Biotransformation: 

Bpothilon A eingeaetzt: 
Epothiloh A nach 21,5 b wiedergefundem 
Epothilon E nach 21 , 5 h gebildet : 
Bpothilon A volletandig abgebaut: 



1000 rag • 
53,7 rag - 
661,4 rag - 



100 % 
5,4 % 
66,1 % 
28,5 % 



Versuch 5t 

* 

Die erf indungsgemafien Bpothilone wurden rait ZelllcuXturen 
(Tabelle 2) und auf Polyraeriaationsforderung (Tabelle 3) 

« 

etet . 



Taballa 2s 



Ipothilon-Taata mlt Zsllkulturmn 




A 
493 



B C 
507 477 
IC-50 [ng/mll 



D 
491 



Mauef ibroblasten L 929 

HL-60 (LeukAmie) 
K-562 (Leuk&raie) 
U-937 (Lynphom) 
KB- 3.1 ( Cervixkarzinom) 
KB- VI (Cervixkarzinom 
raul tires 

A-498 ( Nier enkar z intxn) 
A- 549 ( Lungenkar z inoa) 



B 

5Q9 



F 

523 




4 


1 


100 


20 


20 


1,5 


0.2 
0.3 
0.2 
1 


0.2 
0.3 
0.2 
0.6 


10 
20 
10 
20 


3 
10 

3 
12 


1 
2 
1 
5 


0,3 
0,5 
0,2 
0,5 

* 


0.3 
0.7 


0.3 
1.5 
0.1 


15 
150 
30 


» 

3 
20 
10 


5 
20 
3 


0,6 
3 

0,1 
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Tabelle 3t 

Polymerisationstsst ait Epothilon en 

Parameter: Zeit bis zur halbmaxiroalen Polymerisation der Kon- 
trolle 



Messung : 


. w 


X 


y 


z 


Mittttl 


Mittal 












[■] 


[%] 


Kontrolle 


200 


170 


180 


210 


190 


100 


Epothilon A 


95 


60 


70 


70 


74 


39 


Bpothllon B 




23 


25 


30 


26 


14 


Epothilon C 


125 


76 


95 


80 


94 


49 


Epothilon D 


125 


73 


120 




106 


56 


Epothilon E 


80 


60 


50 


45 


59 


31 


Epothilon P 


eo 


40 


30 


50 


50 


26 



Standardtest mit 0,9 ng Tubulin/ml und 1 /iM Probenkonzentration 

Der Polymerisationstest ist ein in vitro Test mit gereinigtem 
Tubulin axis Schweinehirn . Die Auawertung erfolgt photometrisch. 
Polymerisationsffirdernde Substanzen wie die Epothilone verkftrzen 
die Zeit, bis zu der halbmaximale Polymerisation erfolgt ist, d. 
h. , je kflrzer die Zeit, desto wirksamer die Verbindung. w, x, y 
und z sind vier unabh&ngige Versuche, die relative Wirksamkeit 

• 

ist in der letzten Spalte in % der Kontrolle ausgednlckt ? wieder 
zeigen die niedrigsten Werte die beste Wirksamkeit an* Die 
Rangliste entspricht ziemlich genau der in Zellkulturen festge- 
e tell ten. 
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■ 

GM«U*ena£t fttr 

rorschung , 
Ha«ch«od«r wag 1 

3300 Braunschvti.9 



VIABILITY STATSMBVT 

mm* hmmi to IUk 10J by Iht 

mtS&MATtOtUU. DtFOWTAM AUTHORITY 




DSX-SF/t {mm M*> fm 
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BUDAPEST TREATY Off THE INTERNATIONAL 
RECOGNITION P THE DEPOSIT OF MICROORGANISMS 

r ok nre purposes or patent procedure 



INTERNATIONAL POEM 



G*»«ll»chRft ffcr 
Biot«chnologi«ch# 
Forschung sbH 
Mascharodar W«g 1 
3300 Braunschweig 



RECEIPT tN THE CASE OP AN ORIGINAL DEPOSIT 
ktmd pmnvMt to RuU T.l by U« 
INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 
IrfttftIM U Um bMMn «f Otto PM« 



L IDENTiriCATION OP THE MICROORGANISM 



UwUMtoatl— nf«Mi fWt» by Um D EP O SI T OR 



SO Cft 90 



ftoafcy Mm 

INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY; 
DSM 6773 



n. s cawnnc description and/or taxonomic designation 



( 
{ 



(M«fcvfch » 



lO. RECEIPT AND A 



mm 1991*10-28 (D«to«f«HlMl 



IV. 



OP BEQUEST P0& OONVEXStON 



Tkt 



V. INTERNATIONAL DEPOSITARY AUTHORITY 



DSM-DEVTSCHE SAMMLUNO 
MIX 



1RSM Carts 



r 
i 



Wtfftt 



D*SSQ0 



SlfMtoj«(«) of ptms(s) ferin* 

2>. 



u 



1991-11-05 
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Patentanapraone 



1. Epothilone, dadurch gewinnbar, daS man 

(a) Sorangium cellulcum MM 6773 in Gegenwart aine. Ad^rbar- 
harze. in an eich bekanntar Weiae kultiviert, 
(b, daa Adeorberharz von dar Kultur abtrennt und «it einem 
Waaaer/Methanol-Gemiach waacht. , , . . . da „ 

(c) da. gewa.chene Adaorberharz nit Mathanol aluiart und da. 
Eluat zu einem Rohextrakt einengt, 

(d) da. gewonnene Konsentrat mit Ethyl.catat extrahiart. dan 
Extrakt einengt und zwi.chen Methanol und Hexan verteilt 

(a) dia methanoli.che Phaaa zu einem Raf f inat einengt und da. 

Konzentrat an einer Sephadex-Saule fraktioniert, 

(£) eine Fraktion mit Stof fwchaelprodukten de. einge.atztan 

Methanol/wa..ar-0emi.ch chromatographies und in zeitlichar 

- nach einer er.ten Fraktion mit^ rbilon /.und 

- einer zw iten Praktion mit Bpothion B 
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- eine dritte Praktion mit einem ereten weiteren Epothilon und 

- eine vierte Fraktion mit einem zweiten weiteren Epothilon ge 
winnt und 

(hi) und daa Epothilon der ersten weiteren Fraktion und /oder 
(h2) das Epothilon der zweiten weiteren Fraktion iaoliert. 

2. Epothilon der Sumraenformel C26H39NO5S, gekennseicfanet durch 
das 1H- und 13C-NMR-Spektrum gero&fi Tabelle 1. 



3. Epothilon C der Fortnel: 



Epothilon C R - H 




4. Epothilon der Summenformel C27H43NO5S, gekennaeichnet durch 
das 1 H- und 13 C-NMR-Spektrum gem&S Tabelle 1. 

5. Epothilon D der Formel : 



Epothilon D R « CH3 




6. Biotranaformant von Epothilon A, dadu: jaewiniir ; , dafi man 
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(a) Sorangiu* cellulcaum DSM 6773 in Gegenwart einee Adaorber- 
harzea in an aicb bekannter Weiae kultiviert , vom Adaorber- 
harz abtrannt and gegebenenfalla die Geaamtmenge odar einen 
Tail der abgatrennten Kultur mit einer methanoliechen Leaving 
von Bpothilon A veraetzt, 

(b) die mit Bpothilon A veraetzte Kultur inlcubiart und danach 
mit Adaorberharz vewetzt, 

(c) daa Adaorberharz von dar Kultur abtrannt, mit Methanol elu- 
iert und daa Eluat zu einem Rohextrakt einengt, 

(d) den Rohextrakt zviachen Ethylacet.t und Waaaer verteilt, die 
Ethylacetat-Phaae abtrennt und zu einem 6l einengt, 

(e) daa 61 an einer Umkehrphaae unter folgenden Bedingungen 
chromatographiert : 

Saulenmaterial : Hucleoail 100 C-18 7 pm 

SaulenmaSe: 250 x 16 mm 

Laufmittel: Methanol /Waaaer - 60 : 40 

Flufi: 10 «l/«in 

und Fraktionen mit einem Geh.lt an Biotranaformwt, die aich 
durch Uv-L6«chung bei 254 nm detektieren laaaen, mit einem R t - 
Wert von 20 min abtrennt und den Biotranef onnanten iaoliert . 

7. Biotranaformant von Bpothilon A nach Anapruch 6, dadurchge- 
vinnbax, daS man bai Stufe (a) eine Kultur abtrennt, die drei 
oder vier oder mehr Tage alt iat. 

8. B lotr«Bfor«nl von Bpothilon » n.cb ««>pru=h 6 «>"_ 7 ' 
auroh g «lnnb~. <Ui ~n b.i stuf. (b. .in oder «»i r ...r ~hr 
Tage inkubiert . 
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9. Verbindung der Summenformel C26H39NO7S, g*kennz«iehn«t durch 
folgendes ^-H-NMR-Spektrum (300 MHz, CDCI3) : delta - 2.38 (2-H a ) , 
2. SI (2-Hfc), 4-17 (3-H), 3.19 (6-H) , 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70 (8- 
H, 9-H 2 , 10-H 2 , 11-H 2 ), 2.89 (12-H) , 3.00 (13-H), 1.88 (14-H a ). 
2.07 <14*-Hb), 5.40 (15-H) , 6.57 (17-H) , 7.08 (19-H) , 4.8S (21- 
H 2 ), 1-05 (22-H3), 1.32 (23-H 3 ), 1.17 (24-H 3 ), 0.97 (2S-H 3 ) . 
2.04 (27-H 3 ) 

10. Verbindung (Epothilon E) der Formel: 



R 




11. Biotransforraant von Epothilon B, dadurch gewinnbar, dafi man 

(a) Sorangixim celluloaxm DSM 6773 in Gegenwart einea Adsorber - 
harzes in an sich bekannter Weisc kultiviert, vom Adaorber- 
harz abtrennt und gegebenenf alia die Gesamtmenge oder einen 
Tail der abgetrennten Kultur mit einer methanoliachen IAsung 
von Epothilon B veraetzt, 

(b) die mit Epothilon B vereetzte Kultur inkubiert und danach 
mit Adsorberharz versetzt, 

■ 

(c) das Adsorberharz von der Kultur abtrennt, mit Methanol elu- 
iert und das Eluat zu einem Rohextrakt einengt, 
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(d ) den Rohextrakt Ziehen Ethylacetat und Wae.er vertailt. die 
Ethylacetat-Phase abtrennt und zu einetn 61 einengt, 

(e) das 61 an einer Utokehrphaae unter folgcnden Bedlngungen 
' chromatographiert : 

Saulenmaterial : Nucleoail 100 C-18 7 m» 

sauleninafie: 250 x 16 mm 

Laufmittel: Methanol /Wasaer - 60 : 40 

Plufi: 10 inl/min 

und Praktionen nit eine« Oehalt an Biotransformant. die aich 
durch UV-L6schung bei 254 n« datektieren laesan, mit ainam Ry 
Wert von 24,5 min abtrannt und den Biotransformanten iaoliart. 

12 Biotransformant nach Anepruch 11. dadurch g ewinnb«, da£ «n 
Z'i Stufe (a) eine Kultur abtrannt, die drei oder vier oder mehr 
Tage alt ist. 

13 Biotran-fon-nt nach taapruca 11 «. d»iurch 9«in«b«. 
dafi nan b«i Stuf. .», .1. otor ,«i odar ~hr T.,a inJcubl.rt . 

14. verbindung der Sum^nfornel C^H^S, g^..icb^t durch 
folgendea lH-NMR-Spe)ctru» (300 MH X . CDC1 3 > . delta - 2.37 (2-H.), 
Hx) 4 20 (3-H), 3.27 (6-H> , 3.74 (7-H) , 1.30 - 1.70.(8- 
H S-H^ -Hi! XlW), 2.78 (13-H>, l.» <14-H> . 2.06 (14-H.) . 
5V2 (lU), 6.SS U7-H), 7.10 C1MD. 4 .. «»^>. 1- 22- 
H 3 >, 1.26 (23-H 3 >, 1.14 (24-H 3 ) , 0.98 (25-H 3 ) , 1.35 (26-H 3 > , 
2.06 (27-H 3 ) 

15 . Verbindung (Bpothilon P) der Porael : 
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HOCH 




Epothilon P R - CH3 

16. Mittel fOr den Pflanzenachutz in der Landwirtschaf t und 
Forstwirschaft und/pder im Gartenbau, bestehend aus cinem oder 
mehreren der Verbindungen gem&S einem der vorangehenden Ansprfc- 
che oder einer oder mehreren dieeer Verbindungen neben einem 
oder mehreren 11b lichen Tr&ger (n) und/oder VerdOnnungsmittel (n) * 

17. Therapeuti aches Mittel , inabesondere zum Binaatz ale Cyto- 
atatikum, bestehend aus einer oder mehreren der Verbindungen 
nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anaprftche oder einer 
oder mehrerer der Verbindungen nach einem oder mehreren der vor- 
hergehenden AnsprQche neben einem oder mehreren flblichen Tr4- 
ger(n) und/oder Verdtanungsmittel (n) . 
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